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Bildgebendes Verfahren und Vorrichtung zu dessen Durchfiihrung 



Die Erfindung betrifft ein bildgebendes Verfahren zur Bestimmung von in vivo Verteilun- 
gen biolumineszenter, fluoreszenter und radioaktiver Marker. Ferner bezieht sie sich auf 
eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des bildgebenden Verfahrens. 

Die qualitative und quantitative Erfassung von morphologischen, funktionellen und bio- 
chemischen Parametern unter Benutzung bildgebender Verfahren ist Grundlage diverser 
medizinischer Forschungs- und Anwendungsgebiete. Bekannte, unter anderem in der Tu- 
morforschung eingesetzte, bildgebende Verfahren sind zum Beispiel die Einzelphotonen- 
enussions-Computertoinog^hie ^(SPECT) unter Einsa tz von Radiom^M^ oder optische 
Technologien unter Verwendung von Fluoreszenz oder Biolumineszenz. 

Bei der Einzelphotonenemissions-Computertomographie werden dem zu untersuchenden 
Tier Oder Menschen radioaktive Marker injiziert, die sich in Abhangigkeit von den sie 
transportierenden biologischen Tragern in bestimmten Organen oder Gewebearten des Tie- 
res/Menschen konzentrieren. Die radioaktiven Marker geben radioaktive Strahlung (y- 
Strahlung) ab, deren Intensitat in einem bestimmten Bereich des zu untersuchenden Sub- 
jekts von der Konzentration des Markers in diesem Bereich abhangt. Die radioaktive 
Strahlung wird mittels einer y-Kamera oder Szintillations-Kamera detektiert. Zur Diurch- 
fuhrung hochauflSsender Studien an kleinen Labortieren sind zum Beispiel aus D.P. McEl- 
roy et al: Evaluation of ASPECT: A Desktop Pinhole SPECT System for Small Animal 
Imaging, Proc. Med. Imag. Conf San Diego 2001, Ml 0-4 oder aus A.G. Weisenberger et 
al. : Development of a Novel Radiation Imaging Detector System for In Vivo Gene Imaging 
■ in Small Animal Studies, IEEE Transactions on Nuclear Science, Vol 45, No. 3 (Juni 
1998) 1743-1749 Vorrichtungen zum Nachweis der y-Photonen bekannt Anwendungsge- 
biete solcher Tomographen sind zum Beispiel die praklinische Forschung oder die Radio- 
tracer-Entwicklvmg. 




Ein weiteres im Stand der Technik bekanntes bildgebendes Verfahren zur in vivo Untersu- 
chung ist ein optisches Verfahren, das sich fluoreszenter oder biolum i neszenter Marker 
bedient. Diese dienen beispielsweise als Reportergene, die zur Beobachtung von Gen- 
Expression eingesetzt werden, da die zugehorigen Proteine ein meBbares optisches Signal 
produzieren. Das Gen, das das Protein Luziferase codiert, ist ein vielverwendetes Repor- 
tergen. Dabei wird das Gen fur ein bestimmtes Protein durch das Luziferasegen ersetzt. Bei 
Aktivierung des zugehorigen Promotors treibt dieser nun die Transkription des Luziferase- 
gens. Das Enzym Luziferase aus dem nordamerikanischen Leuchtkafer Photinus pyralis 
katalysiert in Gegenwart von ATP und Mg 2 * die oxidative Decarboxylierung von Luzife- 
rin. Dabei entstehen Lichtblitze, die sich zum Leuchten dieser Tiere aufaddieren. Die bei 
Anwesenheit von Luziferin und ATP auftretende Lumineszenz zeigt folglich die Expressi- 
on von Luziferase an. Dieses optische Signal ist leicht meBbar, zum Beispiel mit CCD- 
Kameras. Ebenso wie biolumineszente Reportergene werden auch fluoreszente Reporter- 
gene eingesetzt, beispielsweise das Gen zum gninfluoreszierenden Protein (GFP). Solche 
Proteine werden durch Bestrahlung mit einer auBeren Lichtquelle zum Fluoreszieren ange- 
regt In vivo Bildgebung von Genexpression mit optischen Verfahren ist beispielsweise aus 
C, Bremer, R. Weissleder: In Vivo Imaging of Gene Expression: MR and Optical Techno- 
logies, Academic Radiology, Vol 8, No 1 (Januar 2001) 15-23 bekannt Diese Verfahren 
werden unter anderem auch zur in vivo Tumoruberwachung eingesetzt (R. Weissleder et 
ah : In Vivo Imaging of Tumors with Protease-Activated Near-Infrared Fluorescent Probes, 
Nature Biotechnology, Vol 17 (April 1999) 375-378). 

Vorteile der die optischen (Fluoreszenz oder Lumineszenz) Photonen emittierenden Mole- 
kiile sind u.a., daB sie bestimmte chemische Eigenschaften von medizinischem Interesse 
besitzen, die den radioaktiv markierten Komponenten fehlen, beispielsweise, daB sie durch 
spezifische enzymatische Wechselwirkungen aktiviert werden konnen. Die radioaktiven 
Substanzen haben hingegen den Vorteil, daB die von ihnen emittierten y-Strahlen viel ge- 
ringere Wechselwkkungswahrscheinlichkeiten mit dichtem Gewebe als die optischen 
Photonen aufweisen, so daB sie groBe Gewebevolumen oder -dicken durchdringen konnen. 
Des weiteren kann ihre geringe oder nicht vorhandene Wechselwirkung mit den biochemi- 
schen Eigenschaften des zu untersuchenden Gewebes von Vorteil sein. Im Stand der Tech- 
nik werden beide bildgebende Verfahren, das Verfahren zum Nachweis der durch die fluo- 
reszierenden oder lumineszierenden Molekiile emittierten optischen Photonen einerseits 
und das Verfahren zum Nachweis der durch die Radioisotope emittierten hoherenergeti- 
schen Photonen andererseits, separat, in verschiedenen Vorrichtungen durchgeflihrt. Ein 
Vergleich der mit beiden Bildgebungsverfahren gewonnenen Bilder ist nur bedingt mog- 
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lich, da sie nicht gleichzeitig und unter den gleichen Projektionswinkeln gewonnen werden 
konnen. Es ergeben sich die Probleme der tibermaBigen Belastung des zu untersuchenden 
Subjekts, der Nichtreproduzierbarkeit kinetischer Studien, der nicht-identischen Bildge- 
bungsgeometrien, der Tier- und Organbewegung und der korrekten Uberlagerung der Bil- 
der, wenn beide Verfahren nacheinander durchgefuhrt werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die Nachteile des Standes 
der Technik zu vermeiden und die Vorteile beider oben beschriebener Technologien zu 
vereinen. 

Diese Aufgabe wird durch ein bildgebendes Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung von 
in vivo Verteilungen biolumineszenter und/oder fluoreszenter Marker und radioaktiver 
Marker unter gleichen Projektionswinkeln gelost, wobei die Verteilung der biolumines- 
zenten und/oder fluoreszenten Marker durch separaten Nachweis von Photonen mit einer 
ersten mittleren Energie, die die biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker emittie- 
ren, mittels mindestens einem ersten Detektor bestimmt wird und die Verteilung der radio- 
aktiven Marker durch gleichzeitigen separaten Nachweis von Photonen mit einer zweiten 
mittleren Energie, die die radioaktiven Marker emittieren, mittels mindestens einem zwei- 
ten Detektor bestimmt wird. 

Unter Projektion ist in diesem Zusammenhang die zweidimensionale Abbildung einer 
dreidimensionalen Energie verteilung bei einem bestimmten Projektionsraumwinkel des 
Detektors gegeniiber dem abzubildenden Objekt zu verstehen. In der Erfindung sind die 
Projektionsraumwinkel der beiden Detektorsysteme gegeniiber dem Objekt identisch, d.h. 
das Objekt wird von einem gleichen Projektionswinkel aus von beiden Detektoren ,! be- 
trachtet". 

Optische Photonen der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker besitzen eine (er- 
ste) mittlere Energie im Bereich zwischen leV und 3eV. Photonen der radioaktiven Mar- 
ker besitzen eine zweite mittlere Energie in einem Bereich zwischen lOkeV und 600keV. 
Das erfindungsgemafie bildgebende Verfahren wird in vivo durchgefuhrt. Es kann zum 
Beispiel an lebenden Labortieren angewendet werden. Dabei konnen in vorteilhafler Weise 

• Transport, Metabolismus und Ausscheidung von Wirkstoffen im lebenden Orga- 
nismus beobachtet und 

• biologische Prozesse in ihrer natiirlichen Umgebung gemessen werden. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung werden die Photonen 
der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker mit der ersten mittleren Energie und 
die Photonen der radioaktiven Marker mit der zweiten mittleren Energie zum separaten 
Nachweis mit Hilfe einer Schicht getrennt, wobei die Schicht die Photonen in Abhangig- 
keit von ihrer Energie im wesentlichen reflektiert oder transmittiert. Beispielsweise wird y« 
Strahlung ohne oder mit nur geringen Wechselwirkungen mit der Schicht transmittiert, 
wahrend die niederenergetischere optische Strahlung durch die Schicht reflektiert wird. 
Dies ermoglicht einen separaten Nachweis der Photonen verschiedener Energien, die unter 
demselben Projektionswinkel von Markern in dem zu untersuchenden Subjekt emittiert 
werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung dient die Schicht dazu, 
die Photonen der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker in Richtung des minde- 
stens einen ersten Detektors zu reflektieren und die Photonen der radioaktiven Marker in 
Richtung des mindestens einen zweiten Detektors zu transmittieren. Die Photonen ver- 
schiedener Energien werden folglich nicht nur durch die Schicht getrennt, sondern auch 
schon in Richtung der sie nachweisenden Detektoren "gelenkt". 

Vorzugsweise umfassen die biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker mindestens 
einen Marker aus der Gruppe Marker des Luziferase-Reporters, Marker-Molekule mit 
Emissionswellenlangen im Nahinfrarotbereich (NIRF-Molekule) und Molekule des GFP 
(des griinfluoreszierenden Proteins). Marker aus dieser Gruppe wurden bereits erfolgreich 
in das Reportergenkonzept integriert und in vivo (in lebenden) Tieren nachgewiesen. Die 
Luziferase produziert im Rahmen einer enzymatischen Reaktion (siehe oben) ein blaues 
oder gelb-griines Licht. Die Enzymsubstrate, die die Ausgangssubstanzen fur die lich- 
temittierenden Produkte bilden, heiBen Luziferine. Luziferase/Luziferin-Systeme findet 
man zum Beispiel in der Feuerfliege Photinus pyralis (Emissionsmaximum bei 562 nm), in 
Leuchtkafern und in zahlreichen marinen Leuchtbakterien (Emissionsmaximum bei 489 
nm). 

Die am besten charakterisierten griinfluoreszierenden Proteine (GFP) stammen von der 
pazifischen Qualle Aequorea victoria und der Seefeder Renilla reniformis. In beiden Fallen 
transformiert das GFP blaue Chemilumineszenz in griine Fluoreszenz (Emissionsmaximum 
bei 508 nm). GFP ist ein relativ kleines Protein, bestehend aus 238 Aminosauren. 




Die Molekiile mit Emissionswellenlangen im Nahinfrarotbereich (MRP-Marker) haben 
geringere Wechselwkkungswahrscheiixlichlceiten im Gewebe als Photonen mit Wellenlan- 
gen im sichtbaren Wellenlangenspektrum und deshalb eine groBere Eindringtiefe. 

Mit den biolumineszenten und/oder fluoreszenten oder mit den radioaktiven Markem kon- 
nen beispielsweise Proteine, Lipide, RNA oder DNA markiert werden. 

Vorzugsweise umfassen die radioaktiven Marker mindestens einen Marker aus der Gruppe 
As-72, Br-75, Co-55, Cu-61, Cu-64, Cu-67, Ga-67, Gd-153, 1-123, 1-125, 1-131, In-Ill, 

* 

Ru-97, Tl-201, Tc-99m und Xe-133. Das jeweils verwendete Radioisotop wird in Bezug 
auf seine Halbwertszeit und die Energie der von ihm emittierten Strahlung in Abhangigkeit 
von dem zu messenden biologischen ProzeB als Marker ausgewahlt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird der Nachweis der 
die erste mittlere Energie aufweisenden Photonen mit mindestens einer CCD-Kamera und 
der Nachweis der die zweite mittlere Energie aufweisenden Photonen mit mindestens ei- 
nem Einzelphotonenenaissions-Computertomographie (SPECT)-Detektor, der einen Kolli- 
mator mit mindestens einer Apertur umfaBt, durchgefuhrt. 

CCD's (Charge Coupled Device) sind ladungsgekoppelte Abbildungssensoren, die zum 
hochempfindlichen Photonennachweis dienen. Die CCD-Kamera ist in eine Vielzahl klei- 
ner lichtempfindlicher Zonen (Pixel) aufgeteilt, die die einzelnen Punkte eines Bildes erge- 
ben. Das Raster von Pixels wird durch eine Schaltungsstruktur auf einem Halbleiterkristall 
(ublicherweise Silicium) gebildet. Die Arbeitsweise der CCD-Kamera basiert auf der Frei- 
setzung von Elektronen durch auftreffendes Licht in dem HalbleitermateriaL Durch ein 
Photon, das auf ein Pixel fallt, wird mindestens ein Elektron freigesetzt, das durch ein 
elektrisches Potential am Ort des Pixels festgehalten wird. Die Anzahl der Elektronen, die 
am Ort des Pixels freigesetzt werden, ist proportional zur Intensitat des an diesem Ort ein- 
fallenden Lichts. Die Anzahl der Elektronen wird in jedem Pixel gemessen, so daB ein Bild 
rekonstruiert werden kann. CCD's sollten gekiihlt werden, da ansonsten mehr Elelctronen 
ausgelesen wurden, die nicht durch den Lichteinfall, sondem durch die Erwarmung freige- 
setzt wurden. Bei der vorliegenden Erfindung werden vorzugsweise die optischen Photo- 
nen der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker mit Hilfe mindestens einer CCD- 
Kamera detektiert. 

SPECT-Detektoren enthalten tiblicherweise y- oder Szintillationskameras. Ein Szintillator 
absorbiert die von den Radioisotopen emittierten y-Strahlen. Als Antwort darauf emittiert 



der Szintillator Lichtszintillationen aus sichtbaxem Licht, die durch eine Gruppe von Pho- 
tomultiplikatoren des SPECT-Detektors erfaBt und in ein meBbares elektrisches Signal 
umgesetzt werden. Eine Lokalisierung des Ortes der radloaktiven Emission von Photonen 
in einem Korper kann nur dann erfolgen, wenn zwischen dem Korper und dem Szintillator 
ein Kollimator angeordnet wird. Dieser Kollimator dient zur Abschirmung von Photonen, 
welche sich nicht in einem durch die Kollimatorgeometrie definierten Aktzeptanzbereich- 
befinden, von dem Szintillator. Ferner definiert der Kollimator das Gesichtsfeld des De~ 
tektorsystems. * 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin eine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
des erfindungsgemaBen bildgebenden Verfahrens. Diese Vorrichtung enthalt mindestens 
eine gekuMte CCD-Kamera als ersten Detektor, mindestens einen Einzelphotonenemissi- 
ons-Computertomographie (SPECT)-Detektor als zweiten Detektor und eine Schicht, die 
die Photonen der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker im wesentlichen re- 
flektiert und die Photonen der radioaktiven Marker im wesentlichen transmittiert. Die 
Schicht dient (wie oben schon erwahnt) zur Trennung der Photonen verschiedener Energi- 
es die in verschiedenen Detektoren (CCD-Kamera und SPECT-Detektor) detektiert wer- 
den. Der SPECT-Detektor umfaBt vorzugsweise einen Kollimator, einen Szintillator und 
eine Vielzahl von Photomultiplikatoren mit zugehorigen elektronischen Elementen. 

Die Detektoren und die Schicht sind bei der vorliegenden Erfindung vorzugsweise in einer 
vorgegebenen raumlichen Anordnung in einem gemeinsamen Gehause fest installiert. Da 
CCD ! s unempfindlich gegenuber dem Energiespektrum der von den Radionukliden emit- 
tierten Photonen sind, ist keine Abschirmung notwendig und die CCD's konnen vollstandig 
in den insgesamt abgeschirmten Tomographen integriert werden. 

Je nach Anordnung der Detektoren wird bei der vorliegenden Erfindung eine hochreflek- 
tierende oder eine diffus reflektierende Schicht eingesetzt. Als hochreflektierende Schicht 
wird beispielsweise Aluminium auf ein geeignetes Basismaterial mit geringem Schwa- 
chungskoeffizient aufgedampft. Solche Schichten sind im Stand der Technik verfugbar. 
Ebenso sind diffus reflektierende dunne Schichten im Stand der Technik erhaltlich, bei- 
spielsweise in Form von auf ein geeignetes Basismaterial aufgebrachten Mikrokornern aus 
Kunststoff. Die Schichten sollen bei der vorliegenden Erfindung so dtinn wie moglich sein, 
urn eine minimale Schwachung und Streuung der radioisotopischen Photonen zu gewahr- 
leisten, so dass diese Effekte prinzipiell vemachlassigbar sind. Wenn iiberhaupt vorhanden, 
konnen Streuung und Absorption durch die Schicht in einer der Detektion folgenden Bild- 
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rekonstruktion kompensiert werden. Die mininimale Dicke wird durch die notwendigen 
statischen Eigenschaften, beispielsweise die planare Steifigkeit, bestimmt 

HI 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt der mindestens 
* eine SPECT-Detektor ein (z.B. planares) Szintillations-KristaUfeld mit einer Vielzahl von 
Szintillations-Kristallen und ein ortsauflosendes Photomultiplikatorfeld. Die Szintillations- 
kristalle sind dichte, transparente kristalline Materialien (zum Beispiel NaI(Tl)), die als 
Umwandler fur hochenergetische y-Strahlen in sichtbares Licht dienen. Das sichtbare Licht 
wird von dem Photomultiplikatorfeld ortsauflosend in Form elektrischer Signale detektiert. 

10 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist weiterhin ein bildgebendes Verfahren zur ab- 

• wechselnden Bestimmung von in vivo Verteilungen biolumineszenter und/oder fluores- 
zenter Marker und von in vivo Verteilungen radioaktiver Marker mit einem gemeinsamen 
Messaufbau unter gleichen Projektionswinkeln, wobei die Verteilung^der biolumineszenten 
15 und/oder fluoreszenten Marker durch separaten Nachweis von Photonen mit einer ersten 
mittleren Energie, die die biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker emittieren, 
mittels mindestens einem ersten Detektor bestimmt wird und abwechselnd dazu die Ver- 
teilung der radioaktiven Marker durch separaten Nachweis von Photonen mit einer zweiten 
mittleren Energie, die die radioaktiven Marker emittieren, mittels mindestens einem zwei- 
20 ten Detektor bestimmt wird. 

Zur Durchflihrung dieses erfindungsgemaGen Verfahrens dient vorzugsweise eine Vor- 
richtung, bei der die fur die SPECT-Detektoren als Kollimatoren dienenden Masken wah- 
rend einer Messung aus den Gesichtsfeldem der CCD-Kameras herausfahrbar und wieder 
^^^^ in die Gesichtsfelder hereinfahrbar sind. 

Befinden sich die Masken dabei auflerhalb der Gesichtsfelder der CCD-Kameras, so erhoht 
sich significant die Sensitivitat dieser optischen bildgebenden Systeme. Die Detektion von 
radioistopischen Photonen ist in diesem Zustand (ohne Kollimation) jedoch nicht moglich. 
30 Daher sind die SPECT-Detektoren bei aus dem Strahlengang entfernten Masken vorzugs- 
weise inaktiv. Befinden sich die Masken in dem Strahlengang, so werden bevorzugt die 
CCD-Kameras inaktiviert. Durch zeitlich alternierende Einfuhrung der Masken in die bei- 
den Positionen (innerhalb/auBerhalb des Gesichtsfeldes der CCD-Kameras) ergibt sich ein 
bevorzugter Anwendungsmodus der erfindungsgemaBen Vorrichtung. 



35 
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Die vorliegende Erfindung wird vorzugsweise fur in vivo Studien an kleinen Tieren (zum 
Beispiel Mausen oder Ratten), zur in vivo Beobachtung von Genexpression und zur Brust-, 
Prostata-, Hauttumoren- und Schilddrusenbildgebung verwendet. 

Anhand der Zeichnung wird die vorliegende Erfindung nachstehend naher erlautert. 
Es zeigt: 

Figur 1 eine bevorzugte Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 

zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen bildgebenen Verfahrens, 

Figur 2 eine schematische Darstellung der raumlichen Anordnung der Detektoren 

bei einer weiteren moglichen Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung, 

Figur 3 eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Vor- 

richtung mit zwei CCD-Kameras und zwei SPECT-Detektoren, 

Figur 4 eine weitere Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Vorrichtung mit 

zwei CCD-Kameras und zwei SPECT-Detektoren und 

Figur 5 eine Abwandlung der in Figur 3 gezeigten Ausfuhrungsform einer erfin- 

dungsgemaBen Vorrichtung mit verfahrbaren Masken. 

Figur 1 zeigt eine bevorzugte Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Vorrichtung mit 
zwei CCD-Kameras und einem SPECT-Detektor. 

Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung zwei einander zugewandte CCD-Kameras 1, 2 ? einen senkrecht 
zu den CCD-Kameras 1, 2 angeordneten SPECT-Detektor 3, eine vor dem SPECT- 
Detektor 3 angeordnete, in einem 90°-Winkel gebogene Abschirmung 4 und eine auf der 
Abschirmung 4 befestigte, ebenfalls in einem 90°-Winkel gebogene Schicht 5, deren Bie- 
gekante 6 auf der Biegekante der Abschirmung 4 liegt, wobei die Schicht 5 eine Apertur 7 
in der Abschirmung 4 tiberdeckt. Die Schicht 5 reflektiert optische Photonen, beispielswei- 
se Photonen von biolumineszenten und/oder fluoreszenten Markem, und transmittiert y- 
Photonen, beispielsweise Photonen von radioaktiven Markem. Die Abschirmung 4 mit der 
Apertur 7 dient als Kollimator fiir den SPECT-Detektor 3. Moglichst nah vor diesem Kol- 




limator wird das zu untersuchende Subjekt angeordnet (hier die Maus 8), das sich vor- 
zugsweise in einer diinnwandigen transparenten Rohre 9 aus Plexiglas befindet. Wenn sich 
in der Maus 8 radioaktive und biolumineszente und/oder fluoreszente Marker befinden und 
'> wenn diese Marker Photonen in Richtung der Abschirmung 4 emittieren, so werden die 
5 r Photonen in Abhangigkeit von ihrer Energie an der Schicht 5 weitgehend reflektiert oder 
von der Schicht 5 weitgehend transmittiert. Fur niederenergetische, optische Strahlung sind 
in Figur 1 drei Strahlenverlaufe 10, 11, 12 eingezeichnet. Die drei Strahlen 10, 11, 12 wer- 
den an der Schicht 5 in einem 90°-Winkel reflektiert, so daB sie direkt zu den CCD- 
Kameras 1, 2 gelenkt und dort detektiert werden. Die mittel- oder hochenergetischen y- 
10 Photonen konnen die Schicht 5 ohne oder nur mit geringen Wechselwirkungen passieren. 
Dann werden sie entweder durch die Abschirmung (zum Beispiel aus Blei oder Wolfram) 

• absorbiert oder sie gelangen durch die Apertur 7 in den SPECT-Detektor 3, wo sie detek- 
tiert werden. Der SPECT-Detektor 3 umfaBt ein Szintillationskristallfeld 13 und ein Pho- 
tomultiplikatorfeld 14, die die einfallenden y-Photonen in optische Photonen und anschlie- 
15 Bend in einen elektrischen Strom transformieren. Der SPECT-Detektor 3 mit der Abschir- 
mung 4 und der Schicht 5 und die CCD-Kameras 1, 2 sind fest in einem Gehause 15 ange- 
ordnet, so daft sie relativ zueinander eine bestimmte raumliche Anordnung beibehalten. 
Das Gehause 15 mit den fest angeordneten Elementen ist urn die Rohre 9 mit der Maus 8, 
vorzugsweise urn 360°, rotierbar, zur Gewinnung von Mefldaten unter verschiedenen Win- 
20 keln. Denkbar ist hingegen auch eine Rotation der Rohre 9 mitsamt der Maus 8 in dem fest 
angeordneten Gehause 15. 

Der Projektionsraumwinkel in Fig.l betragt laut Definition 0 Grad. Die Abbildungsebenen 
der Detektoren sind parallel zueinander (d. h. haben den gleichen Projektionswinkel von 0 

• Grad), obwohl die Abbildungsebenen der CCD-Kameras 1, 2 urn jeweils plus/minus 90 
Grad gegenuber der Abbildungsebene des SPECT-Systems 3 rotiert sind. Identische Pro- 
jektionswinkel sind deshalb gegeben, da auch die Gesichtsfelder (Photonenprojektionstra- 
jektorien) beider CCD's 1, 2 eine Rotation um 90 Grad erfahren (durch die reflektierende 
Schicht 5). 

30 

Figur 2 zeigt eine schematische Darstellung der raumlichen Anordnung der Detektoren bei 
einer weiteren moglichen Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung. 

Dabei wurde das Design aus Figur 1 ubernommen und an einer parallel zu der CCD- 
35 Kamera-Langsachse mittig durch das in eine Rohre 9 plazierte Subjekt 16 verlaufenden 
axialen Rotationsachse gespiegelt noch zusatzlich aufgebaut. So konnen nach der einen 
Richtung emittierte Photonen durch eine erste und eine zweite CCD-Kamera 1, 2 und einen 




ersten SPECT-Detektor 20 vind in der entgegengesetzten Richtung emittierte Photonen 
durch eine dritte und vierte CCD-Kamera 17, 18 und einen zweiten SPECT-Detektor 19 
detektiert werden. 

Figur 3 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaflen Vor- 
richtung mit zwei CCD-Kameras und zwei SPECT-Detektoren. 

Bei dieser bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung zwei in gleicher Richtung ausgerichtete und voneinander beab- 
standete CCD-Kameras 1, 2, zwei senkrecht zu den CCD-Kameras 1, 2 angeordnete 
SPECT-Detektoren 19, 20, zwei Masken 23, 24 mit mindestens je zwei Aperturen 7 und 
zwei Linsen 25, 26 zwischen den zwei SPECT-Detektoren 19, 20. Femer enthalt die Vor- 
richtung zwei im wesentlichen je eine Schicht 5 umfassende Reflektoren 27, 28, die so 
ausgerichtet sind, dafi sie die von den biolumineszenten und/oder fluoreszenten Markern 
emittierten, durch die Aperturen in den Masken in Richtung SPECT-Detektoren durchge- 
lassenen und mit den Linsen fokussierten Photonen weitgehend in Richtung der CCD- 
Kameras reflektieren. Die von den in der Maus 8 enthaltenen biolumineszenten und/oder 

* 

fluoreszenten und radioaktiven Marker emittierten Photonen verschiedener Energie miissen 
zunachst die als SPECT Kollimatoren dienenden Masken 23, 24 mit den Aperturen 7 pas- 
sieren. Anschliefiend werden die optischen Photonen durch die Linsen 25, 26 auf die 
Schicht 5 des jeweiligenReflektors 27, 28 fokussiert, an der hochreflektierenden Schicht 5 
in Richtung der jeweiligen CCD-Kamera 1, 2 reflektiert und dort detektiert. Der Strahlen- 
verlauf zweier optischer Strahlen 29, 30 ist in Figur 3 eingezeichnet. Die y-Photonen wech- 
selwirken gar nicht oder kaum mit den Linsen 25, 26 und den Reflektoren 27, 28, so daB 
sie sich in dem Akzeptanz-Kegel 31 der Aperturen 7 ungehindert in Richtung Szintillati- 
onskristallfeld 13 des jeweiligen SPECT-Detektors 19, 20, in dem sie detektiert werden, 
ausbreiten k6nnen. Durch die Linsen 25, 26 und Schichten 5 verursachte Streuung und 
Absorption (soweit vorhanden) konnen in einer der Akquisition folgenden mathematischen 
Bildrekonstruktion kompensiert werden. Die Linsen 25, 26 bestehen vorzugsweise aus 
Materialien, die einen geringen Schwachungskoeffizienten fur die radioisotopischen Pho- 
tonen aufweisen, beispielsweise Plexiglas. 

Die gesamte in dem Gehause 15 zusammengefaBte starre Anordnung (CCD-Kameras 1, 2, 
Reflektoren 27, 28, Linsen 25, 26, Masken 23, 24 und SPECT-Detektoren 19, 20) ist, vor- 
zugsweise urn 360°, urn die R6hre 9 rotierbar, urn eine Serie von MeBdaten in gleichen 
Winkelabstanden rund um das zu untersuchende Subjekt erhalten zu konnen. 
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Zur Untersuchung der Maus 8 gentigt grundsatzlich auch nur die halbe in Figur 3 darge- 
stellte Vorrichtung, also eine CCD-Kamera 1, eine Maske 23 , ein SPECT-Detektor 19, 
eine Linse 25 und ein Reflektor 27 mit einer Schicht 5. Die in Figur 3 gezeigte doppelte 
Anordnung hat jedoch den Vorteil, daB bei tomographischer Anwendung des Designs die 
Sensitivitat des Kamerasy stems bei gleicher Akquisitionszeit doppelt so hoch ist. 

Optional umfaBt die in Figur 3 dargestellte erfindungsgemaBe Vorrichtung einen Positions- 
sensor 35 zur Bestimmung der aktuellen Position der Maus, die sich wahrend einer Mes- 
sung gegebenenfalls in der Rohre 9 bewegt. Dabei handelt es sich urn ein optisches (Stan- 
dard-) Positioniersystem, welches kontinuierlich die Position von extern an die Maus an- 
gebrachten Markern aufzeichnet Dieses zusatzliche Positioniersystem ist nur dann not- 
wendig, wenn eine Bewegung der Maus in der Rohre 9 zugelassen wird, da dann eine ex- 
akte Ableitung (und Kompensation) der Bewegung des Tieres aus den in vivo akquirierten 
Verteilungen nicht moglich ist. ■ 

Figur 4 zeigt eine weitere Ausfiihrungsform einer erfindungsgemaBen Vorrichtung. 

Bei dieser bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die erfin- 
dungsgemaBe Vorrichtung zwei parallel und entgegengesetzt zueinander ausgerichtete 
CCD-Kameras 1, 2 zwischen zwei einander zugewandten SPECT-Detektoren 19, 20 und 
zwei Masken 23, 24 mit je mindestens zwei Aperturen 7, wobei sich je eine Schicht 5 vor 
den SPECT-Detektoren 19, 20 befindet, die die von den biolumineszenten und/oder fluo- 
reszenten Markern emittierten Photonen weitgehend reflektiert und die von den radioakti- 
ven Markern emittierten Photonen weitgehend transmittiert Das Gehause 15 ist dabei in 
zwei symmetrisch aufgebaute Kammern 32, 33 unterteilt, in deren Mitte sich das zu unter- 
suchende Subjekt (Maus 8) in einer Rohre 9 befindet, urn das die gesamte in dem Gehause 
15 zusammengefaBte Anordnung drehbar gelagert ist, vorzugsweise urn 360°. Auf gegen- 
uberliegenden Seiten der Maus 8 befinden sich die Masken 23, 24, durch deren Aperturen 
7 ein Teil der von den fluoreszenten, lumineszenten xmd radioaktiven Markern emittierten 
Photonen in den Akzeptanz-Kegel 31 der SPECT-Detektoren gelangt. Die Photonen der 
radioaktiven Marker gehen weitgehend ohne Wechselwirkung durch die Schicht 5 und 
werden anschlieBend durch den SPECT-Detektor 19, 20 detektiert. Die Photonen geringe- 
rer Energie von den fluoreszenten oder biolumineszenten Markern werden an der Schicht 5 
weitgehend reflektiert. Vorzugsweise reflektiert die Schicht 5 die von den biolumineszen- 
ten und/oder fluoreszenten Markern emittierten Photonen diffus, so daB ein Teil der re- 
flektierten Strahlung in Richtung der CCD-Kameras 1, 2 reflektiert und dort detektiert 
wird. Das Gesichtsfeld 34 der CCD-Kameras ist in Figur 4 dargestellt. 




Zur Untersuchung der Maus 8 genugt grundsatzlich auch nur die halbe in Figur 4 darge- 
stellte Vorrichtung, also eine CCD-Kamera 1 , eine Maske 23 und ein SPECT-Detektor 20 
mit einer diffus reflektierenden Schicht 5. Die in Figur 4 gezeigte doppelte Anordnung hat 
jedoch den Vorteil eines insgesamt hoheren MeBsignals, da die in beiden Richtungen 
eniittierten Photonen detektiert werden und folglich eine hohere Auflosung der daraus be- 
rechneten Bilder. 

Figur 5 zeigt eine Abwandlung der in Figur 3 gezeigten Ausfuhrungsform einer erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung mit verfahrbaren Masken. 

Prinzipiell entspricht der Aufbau dieser Ausfuhrungsform einer erfindungsgemaBen Vor- 
richtung dem in Figur 3 gezeigten. Zusatzlich sind bei dieser Abwandlung die erste und 
zweite Maske 23, 24 so befestigt, dass sie wahrend der Acquisition aus den Gesichtsfel- 
dem der CCD-Kameras 1, 2 (von Position A nach Position B) herausgefuhrt und wieder in 
die Anfangsposition (A) zuriickgesetzt werden konnen. Befinden sich die Masken 23, 24 
auBerhalb der Gesichtsfelder der CCD-Kameras 1, 2 (Position B), so erhoht sich signifi- 
kant die Sensitivitat dieser optischen bildgebenden Systeme. Die Detektion von radioisto- 
pischen Photonen ist in diesem Zustand (ohne Kollimation) jedoch nicht moglich. Daher 
sind die SPECT-Detektoren 19, 20 bei aus dem Strahlengang entfernten Masken 23, 24 
inaktiv. Linsen werden in dieser Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung nicht beno- 
tigt. Die CCD-Kameras 1, 2 verfugen tiber eine Optik zur Fokussierung der von den bio- 
luminiszenten und/oder fluoreszenten Markem emittierten Strahlen. Sind die Masken 23, 
24 in der in Figur 5 gezeigten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Vorrichtung in 
Position A, so werden bevorzugt die CCD-Kameras 1, 2 inaktiviert Durch zeitlich alter- 
nierende Einfuhrung der Masken 23, 24 in die Positionen A und B ergibt sich ein weiterer 
bevorzugter Anwendungsmodus des Designs aus Figur 3. 

Bei alien beschriebenen Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung ist bzw. sind die 
Aperturen 7 angesenkte langliche Offiaungen. Diese angesenkten Offiiimgen sehen z.B. 
wie in der AusschnittsvergroBerung A in Figur 4 aus. Die Aperturen verengen sich dabei 
von auBen her 36 bis auf einen bestimmten Durchmesser 37, den sie anschliefiend bis zur 
Mitte beibehalten. Dadurch wird die Penetration von isotopischen Photonen im Bereich 
konisch sich verjungender Aperturrander verringert. 
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Bezugszeichenliste 



10 




15 



20 




30 



35 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 



erste CCD-Kamera 
zweite CCD-Kamera 
SPECT-Detektor 
Abschirmung 
Schicht 

Biegekante der Schicht 

Apertur 

Maus 

RShre 

erster Strahlenverlauf 

zweiter Strahlenverlauf 

drifter Strahlenverlauf 

Szintillationskristallfeld 

Photomultiplikatorfeld 

Gehause 

Subjekt 

dritte CCD-Kamera 

vierte CCD-Kamera 

zweiter SPECT-Detektor 

erster SPECT-Detektor 

erste Maske 

zweite Maske 

erste Linse 

zweite Linse 

erster Reflektor 

zweiter Reflektor 

erster optischer Strahl 

zweiter optischer Strahl 

Akzeptanz-Kegel der SPECT-Detektoren 

erste Kammer 

zweite Kammer 

Gesichtsfeld der CCD-Kameras 

Positionssensor 

Verengung der Apertur 

konstanter Durchmesser in der Mitte der Offnung 
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20 
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5. 



Bildgebendes Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung von in vivo Verteilungen bio- 
lumineszenter und/oder fluoreszenter Marker und radioaktiver Marker unter gleichen 
Projektionswinkeln, wobei die Verteilung der biolumineszenten und/oder fluoreszenten 
Marker durch separaten Nachweis von Photonen mit einer ersten mittleren Energie, die 
die biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker emittieren, mittels mindestens ei- 
nem ersten Detektor bestimmt wird und die Verteilung der radioaktiven Marker durch 
gleichzeitigen separaten Nachweis von Photonen mit einer zweiten mittleren Energie, 
, die die radioaktiven Marker emittieren, mittels mindestens einem zweiten Detektor be- 
stimmt wird. 

Bildgebendes Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Photo- 
nen der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker mit der ersten mittleren 
Energie und die Photonen der radioaktiven Marker mit der zweiten mittleren Energie 
zum separaten Nachweis mit Hilfe einer Schicht (5) getrennt werden, wobei die 
Schicht (5) die Photonen in Abhangigkeit von ihrer Energie im wesentiichen reflektiert 
oder transmittiert. 



Bildgebendes Verfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Schicht 
(5) dazu dient, die Photonen der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker in 
Richtung des mindestens einen ersten Detektors zu reflektieren und die Photonen der 
radioaktiven Marker in Richtung des mindestens einen zweiten Detektors zu transmit- 
tieren. 

Bildgebendes Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker mindestens einen Marker aus 
der Gruppe der Marker der Luziferase-Reporter, der Marker-Molekiile mit Emissions- 
wellenlangen im Nahinfrarotbereich (NIRF-Molekule) und der Molekule des GFP (des 
griinfluoreszierenden Proteins) umfassen. 

Bildgebendes Verfahren gemafi einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die radioaktiven Marker mindestens einen Marker aus der Gruppe As-72, Br-75, 
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Co-55, Cu-61, Cu-64, Cu-67, Ga-67, Gd-153, M23, 1-125, 1-131, In-Ill, Ru-97, H- 
20 1 , Tc-99m und Xe- 1 3 3 umfassen. 

6. Bildgebendes Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Nachweis der die erste mittlere Energie aufweisenden Photonen mit minde- 
stens einer CCD-Kamera (1,2) und der Nachweis der die zweite mittlere Energie auf- 
weisenden Photonen mit mindestens einem Einzelphotonenemissions-Computer- 
tomographie (SPECT)-Detektor (3), der einen Kollimator mit mindestens einer Apertur 
(7) umfasst, durchgefuhrt wird. 

7. Bildgebendes Verfahren zur abwechselnden Bestimmung von in vivo Verteilungen 
biolumineszenter und/oder fluoreszenter Marker und von in vivo Verteilungen radio- 
aktiver Marker mit einem gemeinsamen Messaufbau unter gleichen Projektionswin- 
keln, wobei die Verteilung der biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker durch 
separaten Nachweis von Photonen mit einer ersten mittleren Energie, die die biolumi- 
neszenten und/oder fluoreszenten Marker emittieren, mittels mindestens einem ersten 
Detektor bestimmt wird und abwechselnd dazu die Verteilung der radioaktiven Marker 
durch separaten Nachweis von Photonen mit einer zweiten mittleren Energie, die die 
radioaktiven Marker emittieren, mittels mindestens einem zweiten Detektor bestimmt 
wird. 

8. Vorrichtung zur Durchfuhrung des bildgebenden Verfahrens gemaB einem der Ansprii- 
che 1 bis 7, enthaltend mindestens eine CCD-Kamera (1, 2) als 1. Detektor, mindestens 
einen Einzelphotonenemissions-Computertomographie (SPECT)~Detektor (3) als 
zweiten Detektor und eine Schicht (5), die die Photonen der biolumineszenten und/oder 
fluoreszenten Marker im wesentlichen reflektiert und die Photonen der radioaktiven 
Marker im wesentlichen transmittiert. 

9. Vorrichtung gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der mindestens eine 
SPECT-Detektor (3) ein Szintillations-Kristallfeld (13) mit einer Vielzahl von Szintil- 
lations-Kristallen und ein ortsauflosendes Photomultiplikator-Feld (14) umfasst. 

10. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 8 oder 9, umfassend zwei einander zuge- 
wandte gekiihlte CCD-Kameras (1, 2), einen senkrecht zu den CCD-Kameras (1, 2) 
angeordneten SPECT-Detektor (3), eine vor dem SPECT-Detektor (3) angeordnete, in 
einem 90°-Winkel gebogene, Abschirmung (4) und eine auf der Abschirmung (4) befe- 
stigte, ebenfalls in einem 90°-Winkel gebogene Schicht (5), deren Biegekante (6) auf 
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der Biegekante der Abschirmung (4) Hegt, wobei die Schicht (5) eine Apertur (7) in der 
Abschirmung (4) uberdeckt und die von den biolumineszenten und/oder fluoreszenten 
Markern emittierten Photonen weitgehend reflektiert und die von den radioaktiven 
Markern emittierten Photonen weitgehend transmittiert. 

1 1. Vorrichtung gemafi einem der Anspriiche 8 oder 9, umfassend zwei parallel und entge- 
gengesetzt zueinander ausgerichtete gekiihlte CCD-Kameras (1, 2) zwischen zwei ein- 
ander zugewandten SPECT-Detektoren (19, 20) und zwei Masken (23, 24) mit minde- 
stens je zwei Aperturen (7), wobei sich je eine Schicht (5) vor den SPECT-Detektoren 
(19, 20) befindet, die die von den biolumineszenten und/oder fluoreszenten Markern 
emittierten Photonen weitgehend reflektiert und die von den radioaktiven Markern 
emittierten Photonen weitgehend transmittiert. 

12. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Schicht (5) die von 
den biolumineszenten und/oder fluoreszenten Markern emittierten Photonen diffus re- 
flektiert. 



13. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 8 oder 9, umfassend zwei in gleicher Rich- 
tung ausgerichtete und voneinander beabstandete gekiihlte CCD-Kameras (1, 2), zwei 
senkrecht zu den CCD-Kameras (1, 2) angeordnete SPECT-Detektoren (19, 20), zwei 
Masken (23, 24) mit mindestens je zwei Aperturen (7) und zwei Linsen (25, 26) zwi- 
schen den zwei SPECT-Detektoren (19, 20), zwei im wesentlichen eine Schicht (5) 
umfassende Reflektoren (27, 28), die so ausgerichtet sind, dass sie die von den biolu- 
mineszenten und/oder fluoreszenten Markern emittierten, durch die Aperturen (7) in 
den Masken (23, 24) in Richtung SPECT-Detektoren (19, 20) durchgelassenen und mit 
den Linsen (25, 26) fokussierten Photonen weitgehend in Richtung der CCD-Kameras 
(1,2) reflektieren. 

14. Vorrichtung gemaB Anspruch 13, umfassend einen Positionssensor (35) zur Bestim- 
mung der aktuellen Position eines zu untersuchenden Subjekts. 

15. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Masken (23, 24) wahrend einer Messung aus den Gesichtsfeldern der CCD-Kameras 
(1,2) herausfahrbar (Position B) und in die Gesichtsfelder hereinfahrbar (Position A) 
sind. 
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16. Vorrichtung gemafl einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Apertur (7) eine angesenkte langliche Offhung ist. 

17. Verwendung eines bildgebenden Verfahrens gemaB einem der Anspriiche 1 bis 7 fur in 
vivo Studien an kleinen Tieren, zur in vivo Beobachtung von Gen-Expression und zur 
Brust-, Prostata-, Hauttumoren- und Schilddriisenbildgebung verwendet 
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Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ) 



11. Juni2002 
DK62014 ffi/WH/SDL/arw/vo 



Zusammenfassung 



Die Erfindung bezieht sich auf ein bildgebendes Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung 
von in vivo Verteilungen biolumineszenter und/oder fluoreszenter Marker und radioaktiver 
Marker unter gleichen Projektionswinkeln, wobei die Verteilung der biolumineszenten 
und/oder fluoreszenten Marker durch separaten Nachweis von Photonen mit einer ersten 
mittleren Energie, die die biolumineszenten und/oder fluoreszenten Marker emittieren, 
mittels mindestens einem ersten Detektor bestimmt wird und die Verteilung der radioakti- 
ven Marker durch gleichzeitigen separaten Nachweis von Photonen mit einer zweiten 
mittleren Energie, die die radioaktiven Marker emittieren, mittels mindestens einem zwei- 
ten Detektor bestimmt wird. Ferner bezieht sie sich auf eine Vorrichtung zur Durchfuhrung 
des bildgebenden Verfahrens enthaltend mindestens eine CCD-Kamera (1, 2) als. ersten 
Detektor, mindestens einen Einzelphotonenemissions-Computertomographie (SPECT)- 
Detektor (3) als zweiten Detektor und eine Schicht (5) 3 die die Photonen der biolumines- 
zenten und/oder fluoreszenten Marker im wesentlichen reflektiert und die Photonen der 
radioaktiven Marker im wesentlichen transmittiert. 



(Figur 3) 
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